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DHC-PEPTID UND DIESES ENTHALTENDES MITTEL 

Die makrophagenstimulierende Wirkung von Mykoplasmen ist seit 
langerer Zeit bekannt; vgl. Loewenstein et al. in Cellular 
Immunology/ 77 (1983) 290-297. Es ist auch vermutet und formal 
bewiesen worden, daB Lipoproteine aus Mykoplasmen eine derartige 
Wirkung zeigen; vgl. Herbelin et al. in Infect. Immun. , 62 
(1994) 4690-4694 und Muhlradt et al. in Biochemistry, 35 (1996) 
7781-7786. Lipoproteine aus Gram-negat iven Bakterien und Analoga 
dieser Lipoproteine sind ebenfalls Immunmodulatoren und speziell 
als Makrophagenaktivatoren beschrieben worden; vgl. Melchers et 
al. in J. Exp. Med., 142 (1975) 473-482 und Hoffmann et al . in 
Immunobiol., 177 (1988) 158-170. Diese Spezies von Lipoproteinen 
tragen N-terrainal eine S-(2,3-Dihydroxypropyl)-cystein-Gruppe 
(Dhc) mit drei langkettigen Fettsauren, von denen zwei ester- 
artig und eine amidartig gebunden ist. 

Lipoproteine und synthetische Lipopeptidanaloga zeigen eine 
halbmaximale Wirkkonzentration (Max/2) von etwa 10"'' M; vgl. 
Melchers et al. in J. Exp. Med., 142 (1975) 473-482 und Hoffmann 
et al. in Biol. Chem. Hoppe Seyler, 370 (1989) 575-582. 
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Synthetische Analoga ohne die Amidf ettsaure zeigen eine halb- 
inaximale Wirkkonzentration (Max/2) von etwa 10" » M; vgl. Metzger 
et al. in J. Peptide Scie., 3 (1995) 184-190. Ferner hat 
Baschang in Tetrahedron, 45 (1989) 6331-6360, 6352 ein mit Tau- 
rin modifiziertes Lipopeptid (Na-Sulf onat ; CGP-31 362) beschrie- 
ben, das nach Dong at al. in J. Exp. Med., 177 (1993) 1071-1077 
noch bei 1 bis 10 ng/ml bzw. 1 bis 10 x 10-9 M makrophagenakti- 
vierend ist. SchlieBlich beschreiben Metzger et al. in J . Pep- 
tide Scie., 3 (1995) 184-190 ein Dhc-Peptid mit der AminosSure- 
sequenz CFE PPP ATT T, wobei an die 2,3-Dihydroxypropylgruppe 
zwei Palmitoylgruppen gebunden sind. Die halbmaximale Wirkkon- 
zentration (Max/2) dieses bekannten Peptids betragt 16 ng/ml 
bzw. 10 X 10-9 M. 



Es besteht jedoch weiterhin ein Bedurfnis nach wirksamen 
L ipopep t iden . 

ErfindungsgeraaJ3 wird nun ein S- ( 2 , 3-Dihydroxypropyl )-cystein- 
peptid mit zwei esterartig an die Dehydroxypropylgruppe gebun- 
denen Fettsauren, die gleich Oder verschieden sein konnen, 
vorgeschlagen, wobei das Peptid die folgende Aminosauresequenz 

(I): 

DhcGN NDE SNI SFK EK ^^w. 
Dhcys Gly Asn Asn Asp Gin Ser Asn lie Ser Phe Lys 
Gin Lys 

Oder eine AminosSuresequenz aufweist, die rait der Sequenz (I) 
mit der Ausnahme identisch ist, das N-terminal die 2 Aminosauren 
an Positionen 2 und gegebenenf alls 3 fehlen und/oder C-terminal 

1 bis 2 Aminosauren deletiert sind. 

Erf indungsgemaB konnen die beiden Fettsaurereste die Formel R- 
CO- besitzen, wobei R ein Ct - 2 s-Alkyl- , C7 - 2 s-Alkenyl- oder Ct- 

2 5-Akinylrest ist, wobei ungesattigte Reste vorzugsweise in cis- 
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Konf iguration vorliegen. Beispiele fiir C? ^ 2 s-Alkyl- , Alkenyl- 
und Alkinylreste sind C16- und Cis-Reste. 

Erf indungsgemaB wird ferner ein Mittel mit einem Gehalt an einem 
S-(2,3-Dihydroxypropyl)-cystein'-peptid gemaB der Erf indung rait 
einem ublichen Trager und/oder Hilfsmittel vorgesehen. Das 
erf indungsgemaBe Mittel kann zur Stimulierung der Antikorper- 
Synthese, zur Vorbeugung gegen Infektionen (anti-infective akti- 
vity), als Immunostimulanz gegen Tumoren, zur Aktivierung von 
Makrophagen, zur Ausbildung von Toleranz gegenuber Endotoxin 
bzw. bei septischem Schock, insbesondere bei Gram-negativen Bak- 
terien oder als Vakzin-Adjuvanz (Beimischung zu einem Vakzin) 
verwendet werden. 

Erf indungsgemaB lassen sich S-(2,3-Dihydroxypropyl)-cystein-pep- 
tide vollsynthetisch herstellen. Der Fachmann kann dabei in 
Analogie zum angefiihrten Stand der Technik vorgehen. Verwiesen 
sei auch auf die DE 35 46 150 Al, DE 37 00 173 Al, DE 38 13 821 
Al, DE 41 19 856 Al und DE 43 29 309 Al . 

Nachstehend wird die Erfindung an einem Beispiel naher erlau- 
tert. 

Beispiel 

Das Lipopeptid wird aus Mycoplasma fermentans (beispielsweise 
PG18) prapariert. Die Isolierung des Lipopeptids aus Mykoplasmen 
erfolgt durch den folgenden bekannten Trennungsgang (Miihlradt et 
al. in Biochemistry, 35 (1996) 7781-7786), 

(i) Die Delipidierung der Mykoplasmen mit Chlorof orm/Methanol . 

(ii) Extraktion der delipidierten Mykoplasmen mit heiBem 25 mM 
Octylglucosid. 

(iii) Dialyse dieses Detergens-Extraktes . 

(iv) Konzentrieren des Extraktes durch Gef riertrocknung. 
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(V) Umkehrphasen-Chromatographie auf einer C8-Saule mit einem 
Wasser/2-Propanol-Gradienten. 

Die Detektion der biologischen Aktivitat erfolgt, indem man 
Nitrit und Nitrat als Folgeprodukte von Stickstof fmonoxid miBt, 
das bei Stimulation von interf eronbehandelten murinen 
Peritonealmakrophagen freigesetzt wird. 

Der Wirkstoff ist ein s-(2,3-Dihydroxypropyl)-cystein-peptid mit 
zwei esterartig gebundenen langkettigen Fettsauren (C16:0 und 
C18:0/C18:l) an der Dihydroxypropylgruppe und mit der folgenden 
Seguenz : 

Dhc-GNN DES NIS FKE K. Das haufigste Molekulargewicht betragt 
2154. Daneben konnen Varianten ermittelt warden, die sich durch 
unterschiedliche Fettsauren unc durch ein um zwei Aminosauren C- 
terminal verkurztes Peptid auszeichnen. 

Die Substanz besitzt die Eigenschaft, Makrophagen von Mausen und 
Menschen zur Freisetzung von Zytokinen und Prostaglandinen zu 
stimulieren, und zwar mit alien Konsequenzen der indirekten 
Stimulation von T- und B-Lymphozyten; vgl. MQhlradt et al. in 
infect, immun., 59 (1991) 3962-3968 und Peng & Lo in Infect, 
immun., 62 (1994) 3916-3921. Ihre halbmaximale Wirkkonzentration 
(Max/2') betragt 20 pg/ml bzw. lO-i^ M im Maussystem. Diese Wirk- 
konzentration ist um den Faktor 10^ bis 103 geringer als die 
entsprechenden bekannten Konzentrationen ahnlicher natUrlicher 
Oder synthetischer Lipopeptide. 
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Patentansprfiche 

1. S-(2,3-Dihydroxypropyl)-cystein-peptid mit zwei esterartig an 
die Dihydroxypropylgruppe gebundenen Fettsauren, die gleich oder 
verschieden sein konnen, wobei das Peptid die folgende Amino- 
saureseguenz ( I ) : 

DhcGN NDE SNI SFK EK 

Oder eine Aminosauresequenz aufweist, die rait der Sequenz (I) 
mit der Ausnahme identisch ist, daB N-terminal die Aminosauren 
an Positionen 2 und gegebenenf alls 3 fehlen und/oder C-terminal 
1 bis 2 Aminosauren deletiert sind. 

2. S~ ( 2 , 3-Dihydroxypropyl )-cystein-peptid nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet , daB die beiden Fettsaurereste die Formel 
R-CO- besitzen, wobei R eine C? - 2 s-Alkyl- , C7-2 s-Alkenyl- oder 
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C7 2 5-Alkinylgruppe ist, wobei ungesattigte Reste vorzugsweise 
in cis-Konf iguration vorliegen. 

3. Mittel mit einem Gehalt an einem S-(2 ,3-Dihydroxypropyl)- 
cystein-peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 neben einem Qblichen 
Trager und/oder Hilf smittel . 

4. Mittel nach Anspruch 3 zur Stimulierung der Antikorper-Syn- 
these. 

5. Mittel nach Anspruch 3 zur Vorbeugung gegen Infektionen 
(anti-infective activity). 

6. Mittel nach Anspruch 3 zur Immunostimulanz gegen Tumoren, 

7. Mittel nach Anspruch 3 zur Aktivierung von Makrophagen. 

8. Mittel nach Anspruch 3 zur Ausbildung von Toleranz gegenuber 
Endotoxinen (septischer Schock) , insbesondere bei Gram-negativen 
Bakterien. 

9. Mittel nach Anspruch 3 als Vakzin-Adjuvanz (Beimischung zu 
einem Vakzin) . 

10. Mittel nach Anspruch 3 fUr kurzf ristigen Schutz vor 
Infektionen, insbesondere Crowding Desease, bei Tieren, 
insbesondere Vieh, Nutz- oder Haustieren. 
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